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INTRODUCCION 

La Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerobio gramneqativo 

que pertenece a la familia Pseudomonadaceae. Tiene forma de 

bastón con un promedio de o.s-o.a X 1.s-J "º Se presenta 

aislada, en pares o en cadenas cortas. Es móvil, con flagelos 

monótricos polares. Produce pigmentos fluorescentes difusibles 

incluyendo pioverdina y un pigmento soluble de fenacina, 

denominado piocianina; este último, producido por algo más de 

la mitad de las cepas clinicas, aparece de color verde o azul 

con un pH neutro o alcalino y es el origen del nombre 

aeruginosa. 

La Pseudomonas aeruginosa crece en forma óptima a J7°C, y 

t~rnbién a 42 1 C pero no a 4 1 C. La identificación en el 

laboratorio de microbiologia clinica es relativamente simple, 

ya· que la crece fácilmente en una amplia variedad de medios de 

c~~.ti Vo y_ las caracteristicas minimas necesarias para la 

idéntificaciÓn son pocas. Es un bacilo gramnegativo, recto o 

levemente cu.rvo, móvil y que no esporula. Crece solo en forma 

aerobia y no fermenta hidratos de carbono. Oxida azúcares como 

glucosa y xilosa, pero no maltosa. Es positiva para indol, 

oxidasa, citrato de Simmons y L-arginina dehidrolasa. Produce 

gas a partir dé nitratos y crece en caldo con infusión cerebro 

corazón a 42ªC • Es negativa para L-lisina descarboxilasa y 



L-ornitina descarboxilasa; y no produce sulfuro de hidró9eno o 

espuma negrusca en aqar hierro de Kligler. 
(l.,2,3) 

Sobre la base de estas y otras caracteristicas bioquimicas, 

la Pseudomonas aerµginosa puede ser identificada en forma 

presuntiva por medio de cierto número de sistemas 

automatizados y computadorizados para la identificación de 

bacterias gramnegativas. La P. aeruginosa tiene una 

distribución cosmopólita. Se aisla de suelos, agua plantas y 

animales, incluyendo al hombre. 

La epiderniologia de la ~coas aerµginosa refleja su 

predilección por un ambiente húmedo. Esto es evidente en su 

habitat natural, donde está estrechamente relacionada con 

suelos y agua. Su identificación en plantas está en función 

de lacantidad de agua. Asi mismo la colonización humana ocurre 

en sitios húmedos como el perineo, axilas y oidos. De tal 

manera es un factor critico en reservorios hospitalarios de 

Pseudomonas aeruginosa, como equipos de ventilación mecánica, 

soluciones de limpieza, medicamentos, desinfectantes, 

fregaderos, estropajos, mezcladores de alimentos, vegetales, 

etc .• 

Algunas veces esta presente como parte de la flora 

microbiana normal del hombre. La patogenia de las infecciones 

por este microorganismo debe comprenderse en el contexto de su 

existencia como un patógeno oportunista. 
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La Pseudomonas aeruqinosa es el cuarto patógeno nosocomial 

más frecuente aislado, siendo responsable del 9.9% de todas 

las enfermedades adquiridas en hospitales. Es la sequnda causa 

principal de neumonia nosocomial, la tercera causa más comün 

de infecciones urinarias (11.7%) y la cuarta causa principal 

de infección de incisiones quirúrgicas( 7.4%), es la cuarta 

Causa más común de bacteremia por gramnegativos y la asociada 

con la mayor mortalidad. 
(1,3,8,10) 

La Pseudomonas aeruginosa es invasora y toxigénica. Un 

hecho que puede explicar la variedad de patologias y sindromes 

con la cual se le identifica. Puede considerarse que las 

infecciones por Pseudomonas tienen tres estadios diferentes: 

unión y colonización bacterianas, invasión local, diseminación 

y enfermedad sistémica. 
(2' 3. 4) 

Los pacientes con enfermedades metabólicas, hematológicas o 

malignas tienen cierta predisposición a la infección por 

P. aeruginosa. También los pacientes tienen mayor sensibilidad 

a la infecciones con este microorganismo después de un 

tratamiento prolongado con agentes inmunosupresores, 

cor.ticosteroides, antimetabolitos, antibióticos y radiaciones; 

muy a menudo esta bacteria contamina las heridas quirtirgicas, 

ulceras de decúbito, abscesos, quemaduras, en drenajes 

sinusales, infecciones del oido etc •. Los agentes etiológicos 

primarios de estas infecciones son eliminas con la 

antibióticoterapia; a partir de estos puntos, la bacteria 

puede extenderse fácilmente a otros~ actuando como foco 
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primario. Esta bacteria, adquiere cada dia mayor importancia 

clinica, como resultado a su resistencia a distintos 

a n t i b i ó t e o B 



TERAPIA ANTIMICROBIANA 

cuando se elige el agente antimicrobiano adecuado para la 

terapia de una infección dada, deben tenerse en cuanta varios 

factores importantes. Primero, debe conocerse la identidad del 

microorganismo infectante o por lo menos, debe ser posible 

llegar a una presunción estadistica razonable con respecto a 

su identidad sobre la información clinica. Segundo, debemos 

tener la mayor información posible acerca de la sensibilidad a 

los antimicrobianos del microorganismo infectante. Tercero, 

tener suficiente información de las propiedades clinicas 

farmacológicas como son la toxicidad, unión a proteínas, 

distribución, absorción y excresión de los posibles 

antibióticos principales como primera opción a utilizar contra 

la infección. Finalmente, deben considerarse una serie de 

factores del huésped para llegar a su elección óptima. 

Los antibióticos beta-lactárnicos (Carbenicilina) producen 

ciertos efectos morfológicos característicos sobre las 

bacterias y éstas probablemente estén relacionadas con las 

proteínas ligadoras de penicilina particulares, que estan más 

afectadas. Estos cambios dependen del antibiótico, de su 

concentración y del microorganismo. Este tipo de antibióticos 

ataca a las bacterias por su primer contacto con ellas: su 

pared celular. En general, con las menores concentraciones 

efectivas de un antibiótico beta-lactárnico (Carbenicilina), la 

división celular se inhibe, pero la elongación continua. 
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Al aumentar la concentración del antibiótico el crecimiento 

se inhibe, pero pueden formarse engrosamientos y se observa la 

lisis bacteriana, estudios muy completos han demostrado que el 

B-láctamico actua inhibiendo la formacion de uniones 

transversales peptidicas en la etapa final de la sintesis de 

la pared celular. 

La Carbenicilina es un antimicrobiano derivado del ácido 6-

amino-penicilánico. Su principal ventaja es que cura a menudo 

infecciones serias causadas por especies resistentes a la 

ampicilina, y otras especies de gramnegativos. Este 

antibiótico solo se puede administrar por via parenteral de 

alli su especial cuidado en el manejo de dósis contra alguna 

infección. Las reacciones de hipersensibilidad son con mucho 

los efectos más comunes por las penicilinas, y éstos agentes 

son probablemente la causa más común de las alergias por 

antibióticos. La frecuencia total de estas reacciones a las 

penicilinas varia deL 0.7% AL 10%, 
(2' 4 '5) 

Cuando se expone un cultivo de bacterias a una alta 

concentracion de B-lactárnico, unos pocos microorganismos 

llamados resistentes suelen sobrevivir. Pruebas recientes han 

proporcionado una explicación además de la dependiente de los 

factores genéticos de las bacterias, esto es, para que la 

pared celular crezca, es necesario que se haga primero una 

grieta en la pared de forma que pueda introducirse nuevo 

material para la construcción. Las grietas son hechas por 
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enzimas denominadas mucopept1dohidrolasas y en fecha reciente 

se ha demostrado que los'B-iactámicos inhibe estas enzimas y 

también la enzima: tran~p.e~!'ldasa>que cata liza la formación de 

puentes transversales en. l~ .retap·á·'. final de la formación de la 
.:··- . ··~. ·'·~·:: 

pared celular; :,; .. ; '· , . · 

'""'"''.'.:/:·, .. /• 

En un cultivo de .. m~~Úp~icación intensa, la mayor parte de 

las célula~· ~e'·.~'"~·¿~h~t~~-~~h:·:;:y~ -.~n proceso de extensión de la 

pared cel~¡~r-·.~\~-~i1·~:'.·i:·~~:~~~~>~-~r el B-lactámico. sin embargo, 

unas poca·s·-~'ued~-n·_-~e~er.·t·~~-porainlente completa la pared 

celular, porque hay·an"t.er~inado su desarrollo o no hayan 

comenzado'su. crecimiento. Estas células, las persistentes, se 

congelaran en este estado por. inhibición de sus 

mucopeptidohidrolasas. 
(5) 

carbenicilina 

con respecto a los amin~glucósidoS (Amikacina) ejercen una 

rápida ~cción bacteria.ida·; _-)~~~que· ~xiste un ámplio caudal de 

infoi:-mación acerca del .meca.nis-me· de acción de estos agentes 
. · .... ~· ' 

sobre las bacterias, _e:(· ~~i~CiPai: sitio de acción intracelular 

de los aminogluC~sido~· ·-~-A~:i.k~~-in~) esencialmente es en los 

ribosomas de la bacteria. 
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Estos antibióticos _(Amikacina) quiebran el ciclo normal de 

la función ribosómal. inter~~ri~rido, al menos en parte, en el 

primer paso de la sintesis de proteinas que se produce en el 

ribosoma, la cual daria lugar a la iniciación de la división 

celular bacteriana. 

La mayor parte de.los antibioticos que inhiben la sintesis 

de proteinas interfieren en las funciones de los ribosomas. 

Algunos inhiben el crecimiento de una amplia variedad de 

bacterias, distinguiendo el tipo de subunidad ribosomal al 

que atacaran, ello explica los grados de toxicidad, porque su 

selectividad de acción no es absoluta. 

Todos los aminoglucósidos (Amikacina) tienen el potencial 

para producir una de toxicidad alta. Dentro de los posible 

daños tóxicos de un administración alta de éste antibiótico se 

pueden numerar la ototoxicidad, nefrotoxicidad entre otros, 

los cuales son irremediablemente irreversibles. 
(3. 4, 5) 

La Amikacina es un derivado semisintetico de la Kanamicina, 

su toxicidad es directamente contra los riñones y el aparato 

vestibular y puede causar reacciones de hipersensibilidad. 

Aumenta la actividad de los bloqueadores neuromusculares no 

despolarizantes. varias especies de microorganismos, 

incluyendo los comensales y patógenos del intestino, 

desarrollan rapidamente resistencia bacteriana. 
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Amikacina 



TERAPIA COMBINADA 

La mayoria de las infecciones del ser humano pueden ser 

tratadas con un solo agente antimicrobiano, pero existen 

indicaciones claras para el uso de combinaciones de 

antibióticos. Dado que las combinaciones proporcionan un mayor 

espectro de acción que los agentes individuales, a menudo se 

prefiere usar como tratamiento en las infecciones debido a la 

sensación de seguridad que proporcionan, aún en las 

situaciones en las cuales no estan indicadas. 

un método cuantitativo para la evaluación de la actividad 

antimicrobiana de los antibióticos en combinación es probar 

múltiples mezclas de estos, expresando los resultados en una 

gráfica llamada isobolograma. Esto se efectúa mediante 

diluciones seriadas de la sustancia en distintas 

concentraciones de antibiótico y entonces combinando muestras 

de cada uno de los dos antibióticos a utilizar dispuestos de 

manera de tablero de ajedréz: teniéndose asi los resultados de 

manera rápida y objetiva para analizar el efecto de los 

antibióticos en estudio. 

Las ventajas clinicas de la quimioterapia con combinaciones 

de antibióticos se conocen como en el tratamiento de la 

tuberculosis y en la terapéutica de la endocarditis 

enterocóccica. La combinaciones se usan a menudo en el 

tratamiento de otras infecciones intentando explotar al máximo 

el efecto de los antibióticos. 
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cu.ando -se combinan dos agentes antimicrobianos, puedeñ 

presentar tres tipos de actividades contra un microorganismo 

dado in vitre: 1) efecto aditivo a veces denominado efecto 

indiferente 2)efecto sinérgico .Y J)efecto antagónico. 

se dice que dos agentes antimicrobianos son aditivos cuando 

la actividad en la combinación es igual a la suma, o a una 

suma parcial, de sus actividades independientes cuando se les 

estudia por separado. El efecto combinado de un par de 

antibióticos que presenta sinergismo es mayor a la suma de sus 

actividades independientes cuando se les estudia por separado. 

si dos agentes antimicrobianos presentan antagonismo, 

entonces, la actividad de la combinación será menor a la suma 

de sus efecto independientes cuando se les estudia por 

separado. Estos conceptos se denotan claramente por las curvas 

de isobologramas que arroja la elaboración de un tablero de 

ajedréz antes comentado, y como se ejemplifica a continuación. 

A 
n 
t 
i 
b 
i 
ó 
t 
i 
c 
o 

B 

Antibiótico A 
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Para justificar el uso clinico de las combinaciones de 

antimicrobianos se proponen algunas razones. 

La prevención de las apariciones de microorganismos 

resistentes pareceria una indicación importante para el uso de 

la combinación de antimicrobianos, esto se ha demostrado en 

la práctica en algunos padecimientos como la tuberculosis, y 

la endocarditis estreptococcica, por citar algunos casos. 

En las infecciones polibacterianas existe una gran variedad 

tal de microorganismos que requieren más de un agente 

antimicrobiano para su tratamiento entre ellas se encuentran 

las infecciones intraperitoneales y pélvicas debidas a la 

flora bacteriana mixta intestinal y ciertos abscesos del 

cerebro. 

Como terapia inicial en los pacientes con una supuesta 

infección cuya naturaleza no es clara, es razonable iniciar el 

tratamiento con una cobertura de amplio espectro, cabe señalar 

que en ocasiones resultaria prematuro proponer una aplicación 

de manera general esta justificación. 

El uso de antibióticos que posean acción sinérgica para el 

tratamiento de infecciones debidas a microorganismos 

resistentes o relativamente resistentes contituiria una de las 

razones más atrayentes a la aplicación de la terapia combinada 

de antimicrobianos. 
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Huchos de los agentes empleados en la terapia da las 

infecciones son potencialmente tóxicos, en consecuencia uno de 

las razones principales del empleo de las combinaciones es 

reducir la dósis de cada agente necesaria para el tratamiento 

y de este modo reducir la acción tóxica dependiente de la 

dosis. 

Tambión existen aunque son pocas las desventajas de la 

utilid~d de la terapia combinada de antimicrobianos es 

importante mencionarlas; las cuales existirian en el caso de 

la presencia de efectos antagónicos de los medicamentos, 

teniendo posibles efectos tóxicos por una inapropiada elección 

de los antimicrobianos a utilizar. También una inadecuada 

combinación de dósis de los antibióticos tendria posibles 

efectos adversos, y esto seria por un mal estudio de la 

sensibilidad del microorganismo infectante. 



SENSIBILIDAD ""1'IMICROBIANA 

Dado que los diferentes microorganismos varian en su 

sensibilidad frente a agentes antimicrobianos, es imperativo 

disponer de algún método para determinar la sensibilidad del 

microorganismo infectante real. Algunos de ellos son los 

siguientes: 

El método de difusión con discos es el más usado, es simple 

y relativamente poco costoso, pero proporciona solo datos 

semicuantitativos o cualitativos se la sensibilidad de un 

microorganismo dado frente a un agente determinado. No es 

aplicable a microorganismos de lento crecimiento o muy 

exigentes, pero de todos modos es un método del que se 

obtienen datos clinicamente útiles. 

Los datos cuantitativos de sensibilidad se obtienen 

mediante métodos que incorporan diluciones seriadas de 

antimicrobianos a medios de cultivo con agar o liquidas. La 

menor concentración del agente antimicrobiano que previene el 

crecimiento visible luego de 18 a 24 horas de incubación se 

denomina Concentración Inhibitoria Minima (CMI) . La 

Concentración Bactericida Minima (CBM) o Concentración Letal 

Minima (CLM) puede ser determinada mediante pruebas por 

dilución en caldo, subcultivando en medios con agar sin 

antibiótico los cultivos que no muestran crecimiento. La menor 

concentración de antibiótico que suprime totalmente el 
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crecimiento en un medio libre de antibiótico después de 18 a 

24 horas se denomina cut. 

Las técnicas mencionadas anteriormente están basadas en un 

periódo de incubación de 18 a 24 horas. El fin primordial de 

las pruebas por dilución es la obtención de resultados 

cuantitativos de la sensibilidad, ya que son importantes o 

necesarios para el tratamiento adecuado de la enfermedad. 

Aunque los datos cualitativos derivados de las pruebas de 

difusión con discos son normalmente correctos para orientar la 

terapéutica de la mayoria de las infecciones, los datos 

cuantitativos suelen ser impresindibles cuando debe 

controlarse la dosificación de las sustancias antimicrobianas 

o bajo condiciones en las que no sean aplicables los 

resultados de la difusión con discos, o bien sean equivocas o 

inseguros. Algunas condiciones son por ejemplo, las pruebas 

con organismos de lento crecimiento, confirmación de la 

sensibilidad, y pruebas sobre cepas situadas en la catcgoria 

intermedia con un agente antimicrobiano potencialmente tóxico 

si se considera el tratamiento con dicha sustancia. Las 

infecciones debidas a microorganismos que se clasifican como 

resistentes a B-lactámicos relativamente inocuas, en algunas 

ocasiones pueden ser tratados con amplia seguridad con dósis 

masivas de uno de estos agentes. 

Finalmente, las técnicas por dilución son prácticas y 

económicas en los procedimientos corrientes de grandes 



laboratorios clinicos utilizando técnicas en dilución en caldo 

y los métodos de dilución en agar con sistemas de inóculo 

repetido. 



FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA 

En los últimos anos en el Hospital de Pediatria del C.M.N. 

s. XXI la morbilidad y mortalidad ocasionadas por infecciones 

de Pseudomonas aeruginosa, en pacientes hospitalizados e 

inmunocomprometidos, ha ido en numento. 

La mayor1a de las infecciones causadas por 

Pseudomonas aeruginosa pueden ser tratadas con un 

solo agente antimicrobiano, pero existen indicaciones sobre 

la utilización del uso de combinaciones de antibióticos. 

Dado que las combinaciones de antimicrobianos 

proporcionan un mayor espectro de acción que los 

antibióticos individualmente, por seguridad se prefiere la 

utilización de terapias combinadas. 

Cuando se combinan dos agente~ antimicrobianos, 

pueden presentar 

microorganismo: 

tres tipos de efectos contra el 

1) efecto 

2) efecto 

aditivo o indiferente, 

sinérgico 

J)efecto antagónico; y de acuerdo al efecto que tenga 

la asociación de antibióticos 

terapia antirnicrobiana. 
(2,4,10,14,15,21) 

se procede a su 

En el caso de la utilización de beta-lactámicos y 

el agregado de un aminoglucósido para la terapia 

antimicrobiana, puede provocar un efecto sinérgico 

llevando a una proporción de curaciones clinicas 
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importantes, esta asociación provoca una alteración en la 

bacteria tal que su.muerte es con una dósis menor de 

antibiótico y menores efectos tóxicos de la terapia para el 

paciente. 

En otros paises se han estudiado efectos sinérgicos 

0 in vivo11 e "in vitro11 entre diferentes beta-

lactámicos y aminoglucósidos frente a esta bacteria, 

asi como su resistencia antimicrobiana trente a estos 

antimicrobinnos individualmente. 
(6,7,B,9,lO,ll,13 1 14,15,19,21,24,25,26) 

Basado en observaciones clinicas en el Hospital 

de Pcdiatria se emplean combinaciones de 

Carbanicilina y Amikacina para el tratamiento 

cmpirico y terapéutico de infecciones graves ocacionadas 

por Pseydomonas aeruginosa sin embargo, en nuestro pais 

no se ha' reportado suficientes estudios de sinergismo 

bacteriano, siendo de interés conocer su comportamiento "in 

vitro". 



PLl\NTEl\MIENTO DEL PROBLEMA 

Dada la toKicidad que presentan altas d6sis de antibiótico 

contra infecciones por Pseudomonas aerugingsa asi como su 

resistencia antimicrobiana en los infantes del Hospital de 

Pediatria, se pretende demostrar que la combinación "in vitre" 

de distintas concentraciones de Amikacina y Carbenicilina 

tienen un efecto sinérgico, sobre cepas de Pseudornonas 

aeruginosa aisladas de pacientes de este Hospital. 

Justificando asi, el uso de terapias antimicrobianas 

combinadas de éstos antibióticos por distintas razones, como 

la prevención Pseudomonas aeruqinosa resisistentes, 

infecciones polimicrobianas, disminuición de la toxicidad de 

los antibióticos y la elección de la terapia idónea con el uso 

de agentes antiIDicrobianos que posean un efecto sinérgico. 



OBJETIVO GENERAL 

Conocer si 

Amikacina y 

existe efecto 

carbenicil ina 

Pseudornonas aeruginosa aisladas 

de Pediatria del C.M.N. s. XXI. 

sinérgico "in vitre" entre 

frente a cepas de 

de pacientes del Hospital 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Encontrar la Concentración Minima Inhibitoria (CMI) de 

carbenicilina y Amikacina por el método de dilución en placa. 

2.- Determinar por medio de isobologramas que tipo de efecto 

(indiferente, sinérgico o antagónico) se observa "in vitre" 

sobre cepas de Pseudornonas aeruginosa al emplear diferentes 

me?.clas de concentraciones de Amikacina y Carbenicilina, por 

el método de tablero de ajedrez. 

3.- Encontrar el efecto máximo de la mezcla de antibióticos 

por medio del cálculo de la Concentración Inhibitoria 

Factorial (FIC). 



BIPOTESIS 

Si la Concentración Minima Inhibitoria (CMI) "in vitre" por el 

método de dilución en agar de carbenicilina y Amikacina es mayor 

que la CMI combinada de estos antibióticos frente a cepas de 

Pseudomonas aeruginosa aisladas depacientes del Hospital de 

Pediatria, entonces eKiste un efecto sinérgico entre éstos 

antimicrobianos. 



MATERXAL 

INSTRUMENTOS 

- Replicador de Steers 

- Balanza analitica 

- Balanza granataria 

- Incubadora 35-37 8 C 

- Refrigerador 4 8 C 

- congelador -4 8 C 

- Mechero bunsen 

- Autoclave de vapor 

- Dosificador de liquides 

- Asas de acero 

VIDRIERII\ 

E,N,C.B. I.P.N 

SARTORIUS 

SARTORIUS 

ENSl\MBLES MEXICANOS S.A. 

KELVINl\ITOR 

AMERICA S.A, 

FELMEX 

ECONOMIC 

- Matraz erlenmeyer de 2lt SOOml 125ml PYREX 

- Pipeta graduada 20ml Sml 2ml lml KIMAX 

- caja de Petri de vidrio lOXlOO PYREX 

- Tubo de vidrio con tapón de rosca 1BX150 PYREX 

- Tubo de vidrio de Sml VACUTAINER 

- Probeta de vidrio lOOml SOml KIMAX 
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REACTIVOS OUIMICOS 

- Base de Agar de Gelosa sangre con bajo pH BIOXON 

DIBICO 

BIOXON 

BIOXON 

- Base de Agar Maconkey 

- Base de Agar Mueller Hinton 

- Caldo Mueller Hinton 

- Sistema API para identificación de 

bacilos no fermentadores MERCK 

- Agua bidestilada ELECTROPURA 

- Sulfato de llrnikacina Pat. 676 mcg/mg 

Lote AKA-S/91108 LAB. PISA 

- Carbenicilina Disódica Pat. 797 mcg/mg 

Late 3875 LAB. SANFER 

- Tipibac N para prueba de Oxidasa ONIOX 

REACTIVOS BIOLOGICOS 

- 30 cepas aisladas de pacientes del Hospital de Pediatria 

C.M.N. S.XXI. I.M.S.S. 

Cepa de Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC 



METO DO 

RECOPILACION Y PURIFICACION DE LAS CEPAS 

- Recopilar las cepas del congelador registradas 

como Pseudomonas aeruginosa del cepario del 

laboratorio de Microbiologia del primer semestre de 1993 

del Hospital de Pediatria del c.M.N. s. XXI. 

- Mantener las cepas por un espacio de media 

hora a temperatura ambiente. 

- con técnica estéril utilizando mechero bunsen, sembrar 

por medio de estria cruzada las cepas reunidas en 

placas de Gelosa Sangre y Agar de Maconkey. 

- Incubar las placas 24 hr. a una 

J1 11 c. 

temperatura de 35-

- Realizar frotis y tinción de Gram a las cepas 

aisladas. 

- conservar las cepas teñidas como Gram negativo 

y crecimiento en agar de Maconkey para su identificación. 

IDENTIFICACION DE LAS CEPAS 

- Sembrar por estria cruzada las cepas a identificar en 

agar de Maconkey. 

- Incubar 24 hr. a temperatura de 35-37°C. 

- Identificar por sus caracteristicas bioquímicas las 

cepas aisladas, utilizando el sistema comercial API 

para bacilos gram negativos no fermentadores, segun 

su respectiva técnica. 

- con respecto a los resultados obtenidos en 

la identificación del carácter bioquímico de la cepas 



y por comparación en 

sistema API, elegir 

identificadas como 

posterior estudio. 
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la tabla que contiene el 

unicamente las cepas 

Pseudomonas aerµginosa, para su 

- Una vez identificadas las cepas llevar un registro 

propio, asi como mantenerlas aisladas y metabólicamente 

viables en placas de agar de Maconkey. 

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE AMIKACINA 

- Tocar con el asa estéril de 4 a 5 colonias 

del microorganismo puro e inocular en un tubo con tapón de 

rosca de 1BX150 conteniendo 10 ml de caldo Mueller Hinton 

estéril. 

- Agitar e 

tener una 

comparación 

incubar a 35-J?•C aproximadamente 2 hr. hasta 

concentración de 0.5 de MacFarland por 

visual, 

- Ajustar en caso de ser necesario diluyendo con caldo 

Mueller Hinton estéril, hasta la concentración deseada. 

- Realizar lo anterior con todas las cepas identificadas. 

- Vaciar en el contenedor del replicador de Steers 

estéril O.B ml del inóculo preparado, teniéndo un pozo 

para cada cepa. 

- Con el inoculador estéril del replicador de 

Steers, 

- Inócular 

sumergirlo por espacio de s segundos en los pozos. 

las placas estériles de Agar Mueller 

Hinton previamente preparadas conteniendo o, o.s, 1, 2, 

4, a, 16, 32, 64, 126 y 256 mcg/ml de Amikacina 



respectivamente, (tocando la superficie de la placa con el 

inoculador). 

- Incubar las placas de 16-24 hr a J5-J7•c. 

- Leer el crecimiento de cada cepa como un botan y anotar 

su resultados. 

- Establecer la Concentración Minima Inhibitoria de 

Alllikacina para cada cepa, la cuál será la primera 

Concentración a la que no se halla observado crecimiento de 

el microorganismo. 

- Anotar la CMI de Amikacina de cada cepa. 

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE CARBENICILINA 

- Tocar con el asa estéril de a 5 colonias 

del microorganismo puro e inocular en un tubo con tapón de 

rosca de 1BX150 conteniendo 10 ml de caldo Mueller Hinton 

estéril. 

- Agitar e incubar a J5-37°c aproximadamente 2 hr. hasta 

tener una concentración de 0.5 de MacFarland por 

comparación visual. 

- Ajustar en caso de ser necesario diluyendo con caldo 

Mueller Hinton estéril, hasta la concentración deseada. 

- Realizar lo anterior con todas las cepas identificadas. 

- Vaciar en el contenedor del replicador de steers estéril 

o.a ml del inóculo preparado, teniéndo un pozo para cada cepa. 

- Con el inoculador estéril del replicador de 

Steers, sumergirlo por espacio de 5 seg. en los pozos. 

- Inocular las placas estériles de Agar Mueller Hintcn 

previamente preparadas conteniendo o, o.s, 1, 2, 
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4, e, 16, 32, .64,_ 128, Y. 256 mcg/ml· .. de. Carbeniciilina 

respectivamente, (t,ocándo la· ~\.lperticle. d~· iá placa con. el 
;.; : .. _;'"; <·~ ,,:> .. -

inoculador) ; .· · · : .• .;e··· .. , .·.;:: 

- rn~ub~r · 'tas ' '¡;i~d~~ f~~\j,,¡ ~~\~(24ihr 
• ,.· -·.. ' H •:J; ";_·, .. ,:::;:_.-·:; 

a 35-

37 11 c. .;.;;:i ... · ,. ·· .. ,. _;¡:'J " .. -,. · 

- LBer · é1/ c·~¡,¿fmici~?~ ,;:~~}ii~~da' Ú~~ c'oino ,un botan y anotar 

su·s - -~~~-~i~~~:~{Wt~ :b·~~:-~_~;:~'.:~~:L.: .. --<:-.:.:-
, _·c::.i,_:: :, 

- EStabi'ecar·:>; .. ~-i~~-~'.~;; éoiiCentrac.ión 
;·--,·:-.:. 

C~rb~rii·6ií'i~~:F f--~(~'ar~~ . cada 
Minima Inhibitoria 

·de cepa, la cuál será la 

primera· cOncentraC16n-a ia que no se halla observado 

EFECTO.SINERGICO, 

- Tocar con el asa estéril de 4 a 5 colonias del 

micr0or9anism~ Puro ~ inocular en un tubo con tapón de rosca 

de 18Xl50 conteniendo 10 mL. de caldo Mueller Hinton. 

- Agitar ·-.e : incubar a 35-J7 11 C aproximadamente 2 hrs. hasta 

tener una c·oncentración de O. 5 de MacFarland por comparación 

visual •. 

- Ajustar en -caso de ser necesario diluyendo con caldo 

Mueller Hinton estéril, hasta la concentración deseada. 

- Realizar esto con todas las cepas identificadas. 

- vaciar en el contenedor del replicador de steers estéril 

o.e mL. del inoculo, teniendo un pozo para cada cepa. 

- sumergir el inoculador estéril del replicador de 

Steers, por espacio de 5 segundos en los pozos. 

- con el inoculador de Steers tocar la superficie de las 

placas de agar Mueller Hinton que contengan las 
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posibles combinaciones entre las diferentes 

concentraciones de Amikacina y carbenicilina o.s, 1, 

2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 mcg/mL. de Amikacina y o.s, 

l, 2, 4, B, 16, 32, 64, 128 y 256 mcg/mL. de 

Carbenicilina). 

- Incubar las placas de 16-24 hrs. a 35-37•C. 

- Anotar la CMI de las combinaciones de los antibioticos 

para cada cepa. 

- Vaciar los resultados de las CMI de cada antibiótico, asi 

como la CMI de las mezclas de los antibióticos en un cuadro 

con columnas verticales que contendrán todas las diferentes 

concentraciones de carbenicilina partiendo de O; asi como 

las columnas horizontales contendrán todas las diferentes 

concentraciones de Amikacina de igual manera partiendo de O 

(tablero de ajedréz.) 



REBULTADOB 

No DE CEPA MIC MIC MIClll FIC 
AMIKACINA CARBENICILINA AKA-CAR 

µq/ml µq/ml µq/ml 

55 64 8 16 0.5 
139 128 32 32 o.5 
169 16 4 4 0.5 
174 16 2 4 o.s 
247 128 8 32 .0;75 .. • 
298 32. 1 a' o~ 375 · 
305 64 2 ·16 ·~· 0.375 
331 64 2 · .. ·1:; ::o.312 
360 .4·', ::.0;·107 
479 32.: :·32: ' ·0;5 .. 
508 4··· :4 o·.5 
510Y ;4 8 ·. 0.5 
583 ,1 8 0.5 
.595 ·.'·:·4 B 0.5 
621 ·:64 32 0.375 
626 ·., 16 32 0.375 
689' 16 416 0.735 
,735 16 32 0.187 
739 4 16 0.5 
795 0.5 B 0.625* 
815 2 4 0.187 
821' B 32 0.5 
910. 2 8 0.5 

1055 4 16 0.375 
1067 4 16 0.375 
1081 2 16 o.75 • 
1218 0.5 B 0.5 
1219 4 16 0.5 
1332 4 4 0.5 
1345 4 B 0.25 
ATCC l 4 0.375 

FIC~ = C.Ml-l< F\Cº = CMI* 

CMI A'<A 
ci> c:MI 

Cb 

FIC. = FIC.0 + Flc.° ....... Cb 
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% RESISTENCIA DE P. auruginosa AISLADAS 

39.6"" 
30 CEPAS DE P. aeruglnosa AISLADAS 

DE H. DE PEDIATRIA DE C.M.N. 

SIGLO XXI. 

19.8% 

14.2% 

9.9% 

6.6% 

3.33 % 

º"" 
0.66% 

n n 
2 4 8 16 32 64 128 

AMIKACINA mcg/mL. 



17% 

8 

% RESISTENCIA DE P. aeruginosa AISLADAS 

27% 27% 

22.2% 

16 32 64 

30 CEPAS OE P 1!9!!1Qfn0!• A!SLJ\DAS 

OE H. PEOIATRIA p.M.N. 

SIGLO XXI 

128. 
CARBENICILINA mcg/ml. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 360 CEPA No. 8:1 

A 32 A 32 

M M 
I I 

K K 
A A 
e 16 e 16 

I I 

N N 
A 8 A 

mcg/mL4 mcg/mLi 
2 

4 8 16 32 64 128 4 8 16 32 64 128 
CARBEN/C/LINA mcg/mL. CARBENIC/L/NA mcg/mL. 

CEPA No. 1055 CEPA No. 247 
A 32 A 

M M 

I I 

K K 

A A 
16 e e 

I 
I 
N N 

8 

A A 
meg/mL 

4 ¡¡ 16 32 64 4 8 16 32 64 128 
CARBENICIL/NA mcg/mL CARBEN/C/LINA mcg/mL. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 1345 CEPA No. 169 
"' 

A 32 A 
M M 

I I 

K K 
A A 

e e 
I I 

N N 

A 
B 

A 
mcg¡¡¡¡ctr· 

12 

2 4 8 16 32 64 0.5 l 2 4 8 16 
CARBENICIL/NA mcg/mL CARBENICILINA mcg/mL 

CEPA No. 508 -- CEPA No. 510 
A 16 A 

M M 

1 1 

K K 

A A 

e B e 

I 
I 

N N 
4 

A A 

mcg/mLz mcg/mL'J. 
o!5 1 

1 2 4 B 16 1 2 4 B 16 32 
CARBEN/CILINA mcg/mL CARBENICILINA mcg/mL. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 626 CEPA No.1081 

A U~ A 
M 1\ M 
1 

~ J \ ~ 
A 3 A N~~ ~ mcg/mL~: mcg/mL l 

4 8 16 32 64 128 4 8 16 32 
CARBENIC/LINA mcg/mL. CARBENICILINA mcg/mL. 

CEPA llo. 55 CEPA No. 331 
A 32 A 32 

M M 
1 I 

K K 
A A 
e 16 e 
I I 

N B N 
A A 

mcg/mLi mcgfmL i 
L-~~--=========--

4 8 16 32 64 4 8 16 32 64 
CARBENICILINA mcg/mL CARBEN/C/L/NA mcg/mL. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 174 CEPA No. 298 

B~ 
R 

A A 
M M 
I 

K 

\ 
K 

A A 

e 4 e 
I I 

N N 
A 2 A 

mcg/mLI 
o.s ......._.._ 

O.SI 2 4 B 16 1 2 4 B 16 32 
CARBENICILINA mcg/mL. CARBENICILINA mcg/mL. 

CEPA No. 910 CEPA No. 795 
A B A 

M M 

I I 

K K 

A A 

4 e e 
I 

I 

N 
N 

A 
2 A 

mcg/mLl mcg/mL 
0.5 - o. 

1 2 4 B 16 32 0.51 2 4 B 16 
CARBENICIUNA mcg/mL CARBENICILINA mcg/mL. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 621 CEPA No, i35 

(~ 
A zs· 
M 

1 

K 
A 

e 12 e 128 

1 

N 

64 1 ~ 
N 64 
A 

mcg~m~! mcg/mq~ 
8 

816 32 64 128 256 481632 64 128 256 
CARBENICILINA mcg/mL. CARBEN/CILINA mcg/mL. 

CEPA No. 139 CEPA No.419 

(~ 
A 128 

M 

1 

K 
A 

e 64 e 64 
1 

N 32t ~ 
N 

A 32 

m::i/mll.6 mcg/mu¡ 

~ ' 
4 8 16 32 64 128 4 8 16 32 64 128 

CARBENICILINA mcg/mL CARBEN/C/LINA mcg/mL. 



/SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 305 CEPA No. 689 

A 16i A 16 

M M 
1 

K 

J\ 
K 

A A 

e e 
1 ... : .. t~ N 
A 

4 B 16 32 64 4 B 16 32 64 128 
CARBENICILINA mcg/mL. CARBENICILINA mcg/mL 

CEPA No. 739 CEPA No. 1067 
A 

16 A 16 

M M 

1 1 

K K 

A A 

e B e 
1 

1 

N 
N 

4 
A A 

mcg/mL.2 mcg/mLz 

4 B 16 32 64 8 15 32 64 128 
CARBENICILINA mcg/mL CARBENICILINA mcg/mL 



!SOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 595 CEPA No. 1219 

A 

l 
A 

16 

M M 
1 1 

K K 
A A 

e e 
1 

N 4! ~ 
N 
A 

mc;mL 2 mcg/m~.~ 0.51 

1 2 4 8 16 32 124 8 16 32 64 
CARBEN/CILINA mcg/mL. CARBENICIL/NA mcg/mL. 

CEPA No.1332 CEPA No. 815 
A 

l 
A 16 

M M 

1 J 

K K 

A A 

e e 
l 

N 4} "'-----
N 

A A 

mcg/mL2 
oJ 

0.51 2 4 8 16 2 4 8 16 32 64 
CARBENICIUNA mcg/mL. CARBEN/C/LINA mcg/mL 



A 
M 

I 

K 

A 

e 
I 

N 
A 

mcg/mLO. 

ISOBOLOGRAMAS 

CEPA No. 583 

A 
M 

I 

K 
A 

e 

mcg/mL. 

CEPA No. 1218 

12 4 8 16 32 
CARBENICILINA mcg/mL. 

12 4 8 16 32 
CARBEN/C/L/NA mCfl/mL. 

A 

M 

I 

K 

A 

e 
I 

N 
A 

mcg/mL 
0.5 

CEPA No. Ps. aeruginosa ATCC 

~1~2,.-¡-4~~8c-~~~,,.,.-~~~--'=-32 

CARBENIC/L/NA mcg/mL. 



CO~E:rr ·\CION FACTORIAL INHIBITORL-\ 

CEPA No. 735 

A 
M 

I 

K 

A 
e o.s 

I 

N 
A 0.25 

0.1:5 
o.o; 

¡,; e;; 
l u 
0.5 u.DI 
0.25 0.03 
O.J:! O.Ch 

g:&; 8:~ 
O.DI 0.5 
o 

0.03 [.._~-.;=.======--

O.~.B;12 O.~RBENl~:LINA 

A • 1 

M 

I 

K 
A 

e , u.5 

N0.25 

A 

CEPA No. 247 

0.25 0.5 

CARBENICILINA 

,.. rn 
1. o 

o.s 0.25 
0.12 0.5 

u l 

A 
M 

I 

K 
A 
e o.3 

N 
A 0.25 

0.125 
o.a; 

A 

M 
I 

K 
A 
e o.s 
I 

N 0.25 

A 
".12 

CEPA No. :331 

ü • .ii 0.125 u.25 o.s 
CARBENICILINA 

,.. rn 
1 o 
0.5 VOó 
0.25 0.12 
o.a; o.25 
o 1 

CEPA No. Al'Cl: 

,.. rn 
l o 

o.s o.m 
0.25 J.12 
0.12 0.5 
o 1 

o.<Íl"l2 ~BENl~~IHA 



OISCDSION DE RESULTADOS 

Con respecto a los resultados obtenidos en la tabla I y II 

la cuales se refieren a la incidencia en la resistencia de las 

cepas de Pseudomonas aerµginosa frente a Amikacina y 

Carbenicilina de una manera independiente presentan una mayor 

incidencia frente a la carbenicilina en comparación con la 

Amikacina. 

Es importante hacer notar que existieron cepas con una alta 

incidencia en la resistencia a estos antimicrobianos lo cual 

es de gran importancia clinica, ya que por la terapia 

necesaria para erradicar una infección en los infantes por 

este microorganismo en el paciente se tendrían probables 

efectos tóxicos indeseables. 
(1,J,4,5,7,B,9,l2) 

La resistencia bacteriana de las cepas estudiadas, tienen 

una mayor incidencia frente a carbenicilina, esto, 

probablemente a la precencia de enzimas constitutivas 

de la bacteria (B-lactamasas), las cuales se ha comprobado 

inactivan la acción del antibiótico sobre las bacterias en 

estudio, ademas de la probable existencia de una mutación 

genética en la replicación; otro aspecto importante en 

relación a la resistencia de las cepas estudiadas en 

comparación con otros paises (E.U.) se tiene que existe por lo 

menos en una concentración más alta en nuestro estudio, esto 

gracias a circunstancias tal como al abuso indiscriminado en 

nuestro pais de los antibióticos, asi como de factores como 



higiene, tipo de alimentación, genética, educación etc •• 
(l,4,6,7,8,9,10,ll,12,14,16,19) 

En el tablero de ajedrez (tabla III,IV), se muestran los 

resultados de las diferentes Concentraciones Minimas 

Inhibitorias con los dos antibióticos para cada de las cepas 

asi como las diferentes MIC posibles de las distintas 

combinaciones de las concentraciones de Amikacina y 

Carbenicilina para cada cepa en estudio. 
(6,8) 

Los isobologramas obtenidos con los datos del tablero de 

las cepas aisladas denotan el tipo de comportamiento que 

tuvieron los antibióticos en el estudio. Obteniendo con esto 

un efecto sinérgico del 90% de las cepas estudiadas (27 

cepas). 

_con respecto a la obtención de la Concentración Inhibitoria 

Factorial (FIC) se denota en los isobologramas que es la 

concentración combinada óptima de Amikacina y carbenicilina 

pata cada cepa aislada, observándose en estas concentraciones 

el efecto sinérgico, teniéndo en cuenta que valores con un 

FIC(0.5 existe un efecto sinérgico, FIC>0.5~1 existe un efecto 

indiferente y un valor de FIC>l existe un efecto antagónico; 

además con los datos obtenidos del cálculo de la FIC se 

ejemplificaron cuatro de las cepas en estudio realizando un 

gráfico que elimina el error logaritmico en los isobologramas 

teniéndo gran similitid con éstos, teniéndo otro tipo de 

visión del efecto sinérgico existente en este estudio. 
(1,J,7,8,9,10,11,12,13,17,lB,19,20,21) 
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Cabe señalar que dentro de este estudio el control de 

variables como las concentraciones de iones Mg++ y ca++ fueron 

controlados dentro de lo establecido por la NCCLS*, por 

interferir directamente en la sensibilidad antimicrobiana de 

las cepas frente a Amikacina, ya que existe un efecto 

antagónico entre estos. 
(9,10,12,14,17,20) 

El efecto sinérgico observado entre Amikacina y 

Carbenicilina frente a las cepas de Pseudomonas aeruginosa 

difiere con la literatura actual ya que en este estudio 

existió una mayor resistencia del microorganismo a éstos 

antibióticos , en cuanto al porcentaje del efecto sinérgico en 

comparación con la literatura es muy cercana a esta, la cual 

es del 93%. 
(13,14,15,16,17,18,19,23,25,27,28) 

Finalmente en el estudio realizado se observa efecto 

sinérgico entre Amikacina y Carbenicilina frente a 

cepas de Pseudomonas aeruqinosa aisladas de pacientes de 

Hospital de Pediatria, teniéndo con esto que la concentración 

Minima Inhibitoria independiente es mayor qua la concentración 

Minima Inhibitoria combinada, con lo cual la Hipótesis 

planteada es aceptada. 

•National Control Labotatory Society. 



CONCLOSXONES 

Con la realización de este estudio se apoya de manera clara 

el uso de la terapia combinada con Amikacina y Carbenicillina 

para infecciones por P. aerµginosa en infantes; pudiéndose. 

hacer extensivo para otro tipo de poblaciones con la obligada 

observación clinica. 

Por ser una de los primeras investigaciones en esta área en 

la modernidad del Hospital de Pediatria, este tipo de estudio 

puede ser aplicado para otras bacterias que tengan una alta 

incidencia de infeciones hospitalarias. 

Siendo este un estudio de la investigación de la existencia 

de un efecto sinérgico entre Amikacina y Carbenicilina sobre 

cepas de Pseudomonas aeruginosa se puede concluir que existe 

dicho efecto y que el objetivo de este estudio es aceptado. 

Finalmente dentro de los beneficios de la existencia de 

efecto sinérgico de Amikacina y carbenicilina contra 

Pseudomonas aeruginosa (medicamentos de primera elección en el 

Hospital de Pediatria) se encuentra la disminución de los 

efectos tóxicos que ocurren por administración de altas dósis 

de éstos antibióticos,asi como disminución del costo de las 

terapia antibacteriana, del tiempo de hospitalización y la 

prevención del aumento de la resistencia bacteriana. 
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